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management of  these  risks. We also  investigate  the  tools and  techniques currently available  to 
researchers  during  pre‐clinical  and  clinical  development  of  stem  cell  products,  their  utility  and 
limitations and how these tools may be strategically used in the development of these therapies. 











































Some adult  stem  cell‐based  therapies are  clinically available,  such as bone marrow or  cord blood 
transplants containing hematopoietic stem cells6 7, skin grafts for burns8, and mesenchymal stem cells 
for graft vs host disease (GVHD) in children (Canada and New Zealand)9.  






























treatment of  spinal  injury with olfactory  ensheathing  cells15.  In  this  study,  the  authors  report no 
adverse effects after 19 months; however, tumors from stem cell grafts can arise many years after 
transplantation, highlighting the need for extensive follow‐up programmes to reduce patient risk. 
The  capacity  for undifferentiated pluripotent  stem  cells  to  form  teratomas  in  vivo  is of particular 
concern16.  Therefore,  these  cells will  be  differentiated  before  transplantation.  However,  the  risk 
remains that not all cells will be fully differentiated. One study showed that despite functional liver 
engraftment,  hESC‐derived  hepatocyte‐like  cells  transplanted  into  immunocompromised  mice 
developed splenic and liver tumors containing endodermal and mesodermal cell types17. Teratomas 
have also been  shown  to be able  to  form  from as  little as 0.2% SSEA‐1‐positive pluripotent  cells, 
demonstrating that, even at high levels of purity, teratoma formation potential remains18.  
It  is  therefore  vital  to  prevent  undifferentiated  cells  passing  through  to  the  differentiated  cell 
population.  Techniques  to  address  this  problem  include  small  molecules  targeting  stearoyl‐CoA 
desaturase‐1, which selectively causes cell death  in undifferentiated  iPSC/ESCs19. However, current 
analytical techniques are not reliably sensitive enough to detect the removal of all pluripotent cells20. 






were  conducted by Geron  in 2009, using hESC‐derived oligodendrocyte progenitor  cells  for  spinal 
injury treatment23. The trials were halted for financial reasons, but  in the few patients treated, no 
tumors have been  reported24. Clinical  trials  investigating  the use of hESC‐ and  iPSC‐derived  retinal 
pigmented  epithelial  cells  in  macular  degeneration  are  currently  ongoing11  and  just  starting10, 
respectively, with no tumor formation reported as yet. If successful, these trials are likely to alleviate 
some of the concerns surrounding tumorigenesis from pluripotent stem cells. 
Pluripotent  cells  can  be  cultured  indefinitely  in  vitro,  making  scale‐up  relatively  straightforward. 
However,  during  expansion  the  cells  are  susceptible  to  chromosomal  aberrations  and  karyotype 
abnormalities25‐32, potentially due to the artificial conditions in which the cells are cultured, increasing 




seen  if  the  ‘culprit’ genes  can be  identified  for  screening26‐28, 30‐36.  It  is  clear  that  smaller genomic 
changes also occur, often at a level not readily detected by standard G‐banding26; the significance of 
these changes to safety is unclear. Much work has been focused on the removal of pluripotent stem 
cells  from  the  transplanted  material;  however  techniques  which  allow  for  the  removal  for 
genotypically  compromised  cells  would  be  of  equal  benefit  to  the  therapeutic  safety  profile37. 
Karyotypical  changes  are  not  limited  to  pluripotent  cells,  with  ASCs  also  thought  to  develop 
abnormalities during in vitro culture34; however, these findings have been debated, as demonstrated 
by the correspondence between Sensebe et al.,38 and Ben‐David et al.,39.  











cord  blood  cells  reduced  the  number  of DNA mutations when  compared  to  dermal  fibroblasts49, 




is  considered  to  be  due  to  a mismatch  in  expression  of  human  leukocyte  antigens  (HLA), minor 










capabilities56,  57,  but  allogeneic  transplants  are  still  susceptible  to  rejection58. Moreover,  the  vast 
experience  with  the  use  of  allogeneic  HSC  transplants  for  the  treatment  of  haematological 
malignancies and other conditions has shown the potential for GVHD as a result of allogeneic T‐cell 








differentiated  population,  thus  any  immunogenic  assessment  should  focus  on  the  differentiated 
product64. It is generally accepted that there is little to no rejection in autologous cells, even following 
in  vitro  culture.  Therefore,  research  has  focused  on  developing  stem  cells  which  are  genetically 
identical to the recipient. Recently, somatic cell nuclear transfer was achieved in humans, allowing for 
the isolation of hESCs expressing the donor genotype65, 66.  
iPSC‐based  therapy  remains  the  most  promising  technique  to  realizing  pluripotent  autologous 
therapy. Whilst initial reports suggested immunogenicity in syngeneic transplants67, two subsequent 
studies  found no evidence of acute or chronic  immunogenicity  towards differentiated  iPSCs  (both 
spontaneous and directed)68, 69. Further, de Almeida et al., reported that, in contrast to rejected iPSCs, 








selected  donor  cell‐lines72‐74.  A  second  consideration  is  for  disorders  in  which  their  etiology  is 
genetically‐linked,  and  whether  patient‐derived  transplanted  material  containing  the  diseased 
genotype would have therapeutic efficacy; autologous cells in such cases may require gene therapy. 
One method of dealing with the immune response to cell grafts is encapsulation75, 76. Encapsulation 
reduces  interaction  with  immune  cells  and  consequently  reduces  the  risk  of  rejection,  whilst 
maintaining  efficacy  through  the  movement  of  factors  (e.g.  cytokines)  across  a  semi‐permeable 
membrane. Furthermore, encapsulation may also prevent tumors from reaching tissues outside the 
capsule. Such techniques are currently being developed for use in diseases such as diabetes and may 
represent an elegant solution  to a complex problem77‐80.   Notwithstanding  the clear potential,  the 
development  of  such  a  system  is  not  trivial,  and  despite  sustained  efforts  and  sequential 
developments, the translation to a clinically effective technology has yet to be achieved81. 
Another  immunological  consideration  is  the  culture  conditions.  Cell  culture  and  manufacturing 
conditions may  introduce  immunogenic alterations. For example, fetal bovine serum and sialic acid 
derivative Neu5G from mouse feeder layers, have both been shown to alter the immunogenicity of 









Different  routes of administration  result  in differential dissemination patterns and  risks.  Systemic 
administration  can  lead  to  cells  becoming  entrapped  in  the  lung  or  microvasculature,  causing 
dangerous side‐effects, such as the pulmonary emboli reported following intravenous administration 
of adipose‐tissue derived stem cells84. Administration in a feeding artery of the target tissue has been 
proposed  to  reduce  these  risks85;  however,  the  risk  of  microvascular  occlusions  remain.  Direct 
transplant  to  the  targeted  organ/area may  reduce  these  risks  86,  87;  however,  this  is  likely  to  be 
location‐dependent and may require  invasive surgery, e.g. the  liver. Therefore, the chosen method 
must consider the target pathology, therapeutic objectives and the patient risk‐benefit profile88, 89. 
Once administered, up  to 90% of  transplanted  cells are  lost due  to physical  stress,  inflammation, 
hypoxia, anoikis or immunogenic rejection20, 90. To achieve therapeutic efficacy, large numbers of cells 
may therefore be required, increasing the risk of teratoma formation21 or ectopic engraftment. Thus, 




weeks  post‐transplant  at  various  points  along  the  spinal  cord  and  brainstem91.  These  were 
































a  matrix  to  decide  which  non‐clinical  data  are  needed.  The  (optional)  risk‐based  approach 




to  annex  I,  part  IV  of  Directive  2001/83/EC  applied  to  advanced  therapy  medicinal  products” 
(EMA/CAT/CPWP/686637/2011).  This  document  provides  examples  illustrating  the  risk‐based 



























The  tumorigenic  potential  of  cell‐based  therapies  needs  to  be  assessed  throughout  product 
development. 
In  vitro  techniques,  such  as  karyotyping,  can be used  to  assess  genomic  integrity. More  in‐depth 





Immune‐deficient  rodent models may  be  used  to  assess  the  direct  tumorigenic  potential  of  the 
transplanted  material,  with  tumorigenic  growth  reported  from  as  little  as  two  undifferentiated 
ESCs101. Initial investigations may take place in an easily accessible and observable location with cell 
number determined by  the planned assessment method. Once  initial  investigations are complete, 
tumorigenicity in the clinically relevant microenvironment should then be assessed with cell numbers 
equivalent  to  and  higher  than  the  predicted  clinical  dose.  Deep  tissue  assessment  by  q‐PCR  or 
histopathological analysis  is usually  required  to confirm ectopic  tumor  formation102, 103, but  future 
investigations may utilize improvements in real‐time cell tracking for greater information with regard 
to  tumor  location/development.  Currently  available  imaging  techniques  suitable  for  clinical 
tumorigenic  analysis  include  MRI  for  tumors  >0.3cm  and  FDG‐PET  for  tumors  >1cm,  with 
bioluminescent and photoacoustic imaging currently limited to pre‐clinical studies104, 105. The use of 
biomarkers in clinical trials may also provide useful information, with raised blood alpha‐fetoprotein 
(AFP)  levels  found  in  many  teratomas106.  Commonly  used  techniques  for  assessing  tumorigenic 
potential in vitro and after clinical transplantation are presented in table 2. 










deficient  in  vivo models  lack  immunogenic  clinical  relevance  for  human  cells  in most  situations; 
however, in some cases they can provide useful information: 
- Immune‐competent models may be used  to  investigate  the use of  stem  cells  in  immune‐
privileged locations, such as the eye12 or as a model of allogeneic transplants.  
- Immune‐deficient  animals  varying  in  the  extent  of  immune‐depletion(i.e.  loss  of  specific 
immune cell types) may be useful in investigating specific mechanisms of rejection107.  




























models  for  up  to  7  days113;  however,  signal  leakage  and  alteration  of  cell  phenotype  limits 
translatability114.  Clinically,  hematopoietic  stem  cells  labelled with  18F‐FDG  for  acute  and  chronic 
myocardial infarction treatment were successfully tracked by PET after 20 hours115.  







































Optical  imaging  techniques  are  limited  by  exponential  signal  loss  as  depth  increases,  caused  by 
scattering  phenomena  that  occur  when  photons  pass  through  the  tissue110,  126.  Photoacoustic 
tomography overcomes this problem. A short laser pulse irradiates the target tissue, causing a partial 
absorption  of  the  pulse  energy  and  conversion  into  heat.  This  increases  local  pressure  through 

















Scaffolds,  aiding  engraftment  or  delivery  of  cells,  should  also  be  considered  for  immunological 
potential. Such devices have been used to improve the survival of MSCs in brain injury models144, 145 
and some groups are attempting to use decellularized organs146 as 3D scaffolds for stem cell‐derived 
repopulation147‐149. Biological scaffolds offer greater similarity  to  the host extracellular matrix  than 
those of synthetic origin, improving engraftment; however, they are usually xenogeneic/allogeneic150 
and  thus  have  immunogenic  potential.  Various  techniques  have  been  used  to  remove  antigenic 
epitopes,  DNA  and  damage‐associated  molecular  pattern  signals151‐154;  however,  immunogenic 
potential remains. A comparative study of 5 commercially‐available biological scaffolds demonstrated 
significantly  elevated  immune  responses,  including  chronic  inflammation  and  fibrosis,  versus  an 
autologous control155. 
Scaffolds derived  from  synthetic origin  are  generally  considered  to be  less  immunogenic.  Several 
synthetic biodegradable polymers have been approved by the FDA for medical applications156‐158, and 
consequently may be used without  further  safety assessment. However, novel materials/uses are 
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categories:  biodistribution:  cell  migration,  distribution,  engraftment  and  long‐term  survival; 
immunogenicity:  graft‐vs‐host  disease  and  other  inflammatory/fibrotic  conditions;  tumorigenicity: 
genomic aberrations or insertions, cell purity (i.e. transplanted population containing iPSCs/ESCs with 
inherent  teratoma  potential)  and  cell  of  origin  (i.e.  the  reduced  risk  of  tumorigenicity with ASCs 
25 
 
compared  to  iPSCs/ESCs, ESCs  compared  to  iPSCs, and neonatal compared with adult cell‐derived 
iPSCs). 
Figure S2: Schematic demonstrating  the described potential mechanisms of  immune  recognition 
and rejection of stem cell grafts. (1) HLA‐I incompatibility. CD8+ cytotoxic T‐cells recognize non‐self 
HLA (and co‐stimulatory molecules) and initiate an immune response that can lead to rejection. (2) 
HLA‐II  incompatibility.  HLA‐II‐expressing  antigen‐presenting  cells,  present  to  CD4+  T  helper  cells 
resulting  in  cytokine‐induced  inflammation  and/or  activation  of  B  or  T  cell  responses.  (3)  Minor 
histocompatibility  complex  (mHC)  incompatibility.  A  selection  of  proteins  expressed  in  the  cell, 
including mitochondria  derived  proteins, may  bind  to  and  be  presented  by HLA‐I.    These  can  be 
recognized  as  mHC  antigens,  and  lead  to  immune‐rejection.  (4)  ABO  blood  group  antigen 
incompatibility.  ABO  blood  group  antigens  can  be  detected  by  antibodies  and  activate  the 
complement system. (5) Natural killer (NK) cells can also contribute to immune rejection160.  
Figure S3: Stem cell  imaging/tracking. Direct  labelling of cells  requires exposure  to  labels such as 
quantum dots, which enter the cytoplasm and can be detected via MRI, PET, SPECT or fluorescent 
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Figure S1: Therapeutic risks of stem cells. Risk of stem cell therapeutics can be divided into 3 main 
categories: biodistribution: cell migration, distribution, engraftment and long-term survival; 
immunogenicity: graft-vs-host disease and other inflammatory/fibrotic conditions; tumorigenicity: 
genomic aberrations or insertions, cell purity (i.e. transplanted population containing iPSCs/ESCs 
with inherent teratoma potential) and cell of origin (i.e. the reduced risk of tumorigenicity with ASCs 
compared to iPSCs/ESCs, ESCs compared to iPSCs, and neonatal compared with adult cell-derived 
iPSCs). 
Figure S2: Schematic demonstrating the described potential mechanisms of immune recognition 
and rejection of stem cell grafts. (1) HLA-I incompatibility. CD8+ cytotoxic T-cells recognize non-self 
HLA (and co-stimulatory molecules) and initiate an immune response that can lead to rejection. (2) 
HLA-II incompatibility. HLA-II-expressing antigen-presenting cells, present to CD4+ T helper cells 
resulting in cytokine-induced inflammation and/or activation of B or T cell responses. (3) Minor 
histocompatibility complex (mHC) incompatibility. A selection of proteins expressed in the cell, 
including mitochondria derived proteins, may bind to and be presented by HLA-I.  These can be 
recognized as mHC antigens, and lead to immune-rejection. (4) ABO blood group antigen 
incompatibility. ABO blood group antigens can be detected by antibodies and activate the 
complement system. (5) Natural killer (NK) cells can also contribute to immune rejection. 
Figure S3: Stem cell imaging/tracking. Direct labelling of cells requires exposure to labels such as 
quantum dots, which enter the cytoplasm and can be detected via MRI, PET, SPECT or fluorescent 
imaging depending on the technique. Indirect labelling requires genetic modification of the cell to 
insert a reporter gene, which is then detected by the appropriate imaging technique. Details of each 
technique are listed in table 3. SPIONs: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles. 
 
 
